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タイの大豆発酵食品トワナオから分離した菌のレバンスクラーゼ
によるフルクトオリゴ糖の合成とその生理的作用
飯　塚　　　勝
はじめに
日本の伝統的な発酵食品 “ 納豆 ” は次のような標準の組成をもった栄養価の高い（食品である）こ
とが知られている。
　納豆 100 グラムあたり、191 キロカロリー、水分 58.5g、タンパク質 16.5g、脂質 10.0g、非繊維
素　炭水化物 10.1g、繊維素 2.3g、灰分 2.6gである。さらに、付け加えると Ca92mg,
ビタミン B1 0.07mg、ビタミン B2 0.56mg、ニコチン酸 1.1mg を含んでいる。
納豆は糸を引く性質をもっている。このネバネバは大豆から Bacillus natto（納豆菌）により生化
学的に合成される。このネバネバは大豆やレッドビーンやえんどう豆やそらまめを納豆つくりに使
用したときに作られる。納豆のネバネバはγ -D-ポリグルタミン酸とレバンタイプのフルクタン（フ
ルクトースのポリマー）からなっている（藤井ら、文献 1）。
ポリグルタミン酸はネバネバの主成分でレバンはわずかに粘りを示すが、ネバネバを安定化する役
割を果たしている。
私達はこれまでに納豆菌が生産するレバンスクラーゼ（蔗糖からレバンを合成する酵素）のレバン
の合成機構を明らかにすると共に生成物レバンの生理作用を研究し、ラットを用いた実験から血中
のコレステロール低下機能のあることを明らかにした（文献 2、3、4）。
今回はタイの市販の大豆発酵食品、トワナオより取り出したバクテリア（納豆菌類縁菌）
を培養して同様の酵素の生産を認めた。納豆菌のレバンスクラーゼとトワナオからの分離菌のレバ
ンスクラーゼを比較してみたところ、納豆菌の酵素より蔗糖から共存させた受容体糖にフルクトー
ス転移の高い活性を示した。それで、新たな機能のオリゴ糖を見出すために、蔗糖からのオリゴ糖
の合成を行い、生成物を分離し、構造を明らかにすると共に、オリゴ糖のプレバイオテックス（人
腸内細菌のビフィズス菌の増殖因子となり、酸生成を行なう）作用の有無を検討した。
方法
供試菌：市販のトワナオ（図 1）を無菌水に懸濁し、ブイヨンー寒天培地を用い、植菌し、生育し
た菌を分離し用いた。
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酵素取得のための本培養：分離菌を大豆熱水抽出物（5％）、蔗糖（5％）、
(NH4) 2PO4 (0.6%),　KCl (0.02%),　MgSO4・7H2O (0.02%),　酢酸カルシウム (0.02％ ),　pH7.0-7.2 
のオートクレーブ殺菌した液体培養液（1リッターのフラスコに 250mlの培養液をいれたもの数個
―静地培養）に 37℃で 48 時間培養した。
酵素の分離：表面に菌膜を形成するので、傾斜法で培養液と菌体を分離し、ガーゼの上に菌体を移し、
氷冷水道水で充分菌体を洗浄し、2Mの食塩水に懸濁して後、遠心分離により、菌体と上澄みに分
けた。酵素は上澄み画分に分離された。
タイの大豆発酵食品トワナオ
（北部、チェンマイなどでスープにしてよ
く食されている）
培養（1）試験管培養
図 1．市販トワナオとそれからの分離菌の培養
（2）フラスコ培養
分離菌の培養
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酵素の精製：0.05Mのリン酸緩衝液に対し透析して、DEAE-Celluloseのカラムクロマトグラフィー
（リン酸緩衝液―食塩 0-1M直線勾配溶出）で活性画分を集め、純水に対し透析後、Bio Gel P-60 で
ゲルクロマトグラフィーで精製した。
酵素の固定化：日本ガイシ製のハニカム状のセラミック支持体を酵素溶液に浸し、冷蔵庫で一夜放
置し、酵素をセラミックに（吸着）固定化した。
酵素反応：10％蔗糖液に固定化酵素を浸し室温あるいは 30℃で 1週間放置した。
生成物の分離：反応液中のセラミック支持体には合成されたレバンが表面にゲル状に形成される一方、
オリゴ糖、残存蔗糖及び分解生成物のグルコースと少量のフルクトースは溶液に溶けた状態となった。
レバンはスパチュラーで支持体からかきとり、水に懸濁し、湯浴中で加熱溶解させてビスキングチュ
ブに入れて水に対して透析し、凍結乾燥した。
溶液中の合成されたオリゴ糖は濃縮後、Bio Gel P-2 のゲルクロマトグラフィーを繰りかえし成分を
分離し凍結乾燥した。
分離オリゴ糖の同定：既知マーカーを指標として、薄層クロマトグラフィー ,高速液体クロマトグ
ラフィーおよび NMR（プロトン及び 13C―核磁気共鳴スペクトル）で分析同定を行なった。
オリゴ糖のビフィズス菌の資化性および酸生成試験：供試菌はビフィズス菌 12 株を用い、5mlの
GAM液体培地に植菌し、アネロパックを使用した嫌気条件下で 37℃、一晩培養した。前培養菌体
の増殖による濁りは OD600nmの測定値が 0.010 となるように 3mlの資化性試験培地に植菌した。ア
ネロパックを用いた嫌気条件下で、37℃、24 時間培養し、OD600nmを測定して各オリゴ糖の資化性
を評価した。
使用した資化性評価培地の組成は Bacto Peptone (1.0%), BactoYeastExtract (0.5%), Sodium 
acetate (0.5%), Di-ammonium hydrogen citrate (0.2%), Magnesium sulfate (0.02%), L-Cystein 
hydrochloride (0.08%), L-Ascorbic acid (1.36%), Sodium carbonate (0.44%), sugar tested (1.0%)で
ある。（試験に供した菌株は糖質なしでは生育しなかった。）
結果と考察
トワナオ（図 1）はタイのバンコクのマーケットで購入した。微生物の選別は肉汁（ブイヨン）培
地を含む寒天平板上で行なった。トワナオの懸濁液 1ループを同じ培養液が入った試験管に移し、
それからかき混ぜて、希釈シリーズを作成し、シャーレにひろげ、温度を 37℃に調節したインキュ
ベーター中で培養した。生育したコロニーの菌は傾斜寒天スラント培地に移し以後の実験に用いた。
10 単位のレバンスクラーゼと 10％（10gを含む）蔗糖液を一緒にして 35℃でインキュベートした。
反応生成物は 30 分ごとに HPLCで確めた（図 2）。24 時間培養後、反応混液は沸騰水浴中で 10 分
間加熱して加えた酵素を失活させた。その反応混液は図 3に示したクロマトグラフィーで各成分を
分離した。
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図 2．高速液体クロマトグラフィーによる酵素反応の生成物の確認
大豆熱水抽出物、蔗糖、及び無機塩培地（pH 7.2）に生育させたトワナオからの分離菌のレバンス
クラーゼによる蔗糖からのレバンとフルクトオリゴ糖の合成経過
A, 反応前（10g蔗糖液）＋酵素；B, 反応（35℃）24時間後
高速液体クロマトグラフィー： Shimpak SCR 101N / 55℃ / flow rate 1.0ml/min elution, distilled 
water/ monitor, RI
図 3．反応生成物の分離
Bio Gel P-2（カラムサイズ 4.5X 61cm）のゲルクロマトグラフィー
負荷サンプル：トワナオから分離した菌のレバンスクラーゼと蔗糖の反応生成物
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分離した画分はプロトン NMRで同定し、凍結乾燥物（約 1gを調製）として生理実験に供した。蔗
糖から合成されたオリゴ糖は大きく 2つに分けられたが、3糖の画分には蔗糖にフルクトースが 1
つ転移して出来る3種（蔗糖中のフルクトースのC1位の炭素にフルクトースが転移した1－ケストー
ス、C6 位の炭素にフルクトースが転移した 6－ケストース、　それにグルコース C6 位にフルクトー
スが転移したネオケストース）が存在し、4糖画分は 2種（1－ケストースにさらにもう一つフルク
トースが結合して出来たものと 6－ケストースにもう一つフルクトースが結合して出来たもの）の
混合物であった（図 4）。
4糖は収量が少なく、今回は生理実験を行うに至らなかった。オリゴ糖の NMRによる同定は標準
物質として DSS（δ＝ 0）を加えたサンプルを重水に溶かし、Varian-Unity plus 500 の NMR分析
スペクトルメーターで室温および 40℃の 2通りで測定した。
3糖のケストースは 1－ケストース：ネオケストース：6－ケストース＝ 2.17:6.32:1.00
4 糖のフルクトシルーケストースは fru-1-kestose:fru-6-kestose=8.65:1.00 であった。
得られた 3糖のビフィズス菌に対する資化性実験と酸生成に対する結果は表―1と図 5－ aに示し
たようにいずれのビフィズス菌も調製サンプルを資化して生育することが出来ることが明らかに
なった。調製したフルクトオリゴ糖はメイオリゴの成分に加え、6－ケストースとネオケストース
を含みビフィズス菌の酵素で容易に分解されることなどから市販の明治製菓のメイオリゴやラフィ
ノースと較べても同等ないしそれ以上の効果があると見られる。しかし菌株によってはその程度に
相違がある。
乳幼児の腸管に多く生息する B.bifidumや B.longum infantisにはあまり効果がないことが認めら
れた一方、成人の腸管に多い B.adolescentisなどには効果が期待できる可能性があることが判明し
た。
図 4．プロトン NMRによる分離した糖の同定
a, フルクトオリゴ糖（4糖）；b, フルクトオリゴ糖（3糖）
Ratio of 1-kes:neo-kes:6-kes=2.17:6.32:1.00
Ratio of fructosyl-1-kes:fructosyl-6-kes=8.65:1.00
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図 5‐ bは別のテスト（文献 3）である。分離した放線菌の 1種が生産するレバン分解酵素でレバ
ンより分解して得たフルクトビオース（レバンビオース）を同様の試験に供したものである。この
場合も多くの腸内ビフィズス菌に利用され、酸生成が認められた。
レバンそのものは人の酵素では分解されないので食物繊維と同等の効果をもつが、腸内善玉菌とい
表 1．ビフィズス菌による糖質の資化テスト
b　ビフィズス菌による糖質の資化テスト
図 5．フルクトオリゴ糖のビフィズス菌による資化性および酸性成試験
a. 既知資化性の糖と得られたフルクトオリゴ糖の比較
b. レバンよりレバナーゼで分解して得たレバンビオースのビフィズス菌による資化性試験結果
a
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われる菌のマイクロフローラを改良するプレバイオテックス効果はレバン合成の中間代謝物のオリ
ゴ糖やレバンを酵素で分解することによりオリゴ糖とすることで生産される物質により期待できる
と思われる。
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